








ハブ Protobothrops flaboviridis は奄美、沖縄地方に生息する有毒の蛇である。沖縄県では
1964 年から 1980 年まで年間 300～500 人のハブ咬症患者が発生していた。それ以後、ハブ咬症
患者数は年々減少し、2007 年以降は 100 人を下回るようになった。ハブ咬症による死亡者数は
1980 年までは毎年数人発生していた。その後は 1989 年に 2 人、1990 年、1992 年、1999 年に１
人出ているが、2000 年以降死者はない１）。 












































た。このハブ毒を M/60、pH7.0 リン酸緩衝液で溶解し、0.45 ㎛ Filter Unit で濾過したものを
1%ハブ粗毒溶液とした。 
 1%ハブ粗毒溶液に 0.2%（v/v）ホルマリンを２日間隔で３回加え、透析により遊離ホルマリ
ンを除去し、さらに 0.45 ㎛ Filter Unit で濾過したものをトキソイド溶液とした。ホルマリン
添加の際の pH の変動は 0.1N 水酸化ナトリウムで修正した。 






















 採血により得られた血清中の抗体価は、抗 HR-1 と抗 HR-2 の力価を ELISA（酵素免疫測定法）
で測定した。 
 HR-1 または HR-2 をコーティングした EIA フラットプレート（三光純薬）の各ウェルに検体
100μl を分注し、37℃、30min シェーカーインキュベーターで撹拌した後、Auto mini wasyer
で５回洗浄を行った。洗浄液は 0.15M 食塩加 0.01M リン酸緩衝液（pH7.4）に Tween20 を加えた
ものを使用した。 
 次に各ウェルに適当な濃度に希釈した酵素標識抗原を 100μl加え、前回と同様に 37℃、30min
シェーカーインキュベーターで撹拌した後、Auto mini wasyer で５回洗浄を行った。酵素標識
抗原の希釈には１％牛血清アルブミンと 0.05％Tween20 を加えた 0.15M 食塩加 0.01 M リン酸緩
衝液（pH7.4）を使用した。酵素標識抗原は HR-1 または HR-2 にペルオキシダーゼ（horsoradish 
type,10000u,sigma）を結合したものを使用した。 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 週
I群 0.2 0.2 0.025 0.05 0.1 0.2 0.4 0.8 1.2 1.8 1.8
↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑
採血 採血 採血 採血 採血 採血 全採血
C群
↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑




 最後に、各ウェルに基質液 100μl を加えて、約 10 分間遮光条件で反応させた後、１N 硫酸
100μl を加えて反応を停止させた。基質液は o‐フェニレンジアミン塩酸塩 35mg と 30％過酸
化水素水 30ml を加え、それを 0.1M クエン酸‐0.2M リン酸水素２ナトリウム緩衝液（pH4.8）
100ml に溶解したものを使用した。吸光度は Microplate reader MPT-32（Corona）で 492nm の
波長を測定した。血清中のタンパク量測定は分光光度計（日立 U-4000）で 280nm の吸光度を測




 I 群と C 群のマングースから免疫期間中 1 週目の基礎免疫後、６、８、10、12、15 週目の追
加免疫の前に１～３ml 採血した。今回はそのうち６週目、10 週目、15 週目に採血した血液か
ら血清を分離し、それぞれ serum６、serum10、serum15 として抗体価測定に用いた。15 週目に
9 回目の追加免疫をしてから１週間後の免疫 16 週目に、全採血によってマングース１匹あたり

















 抗 HR-1 価は免疫群（I 群）でいずれも抗体価が上昇した。抗 HR-2 価は I-1 と I-3 で抗体価
は上昇しているが、I-2、I-4、I-5 ではほとんど上がっていない。また、まったく免疫をして
いない対照群で C-1、C-2 は検出限界値以下であったが、C-3 の個体では抗 HR-1 価、抗 HR-2 価
ともに 10～18u/ml であった。 
 
表１．マングース免疫血清の抗HR－１価
serum6 serum10 serum15 
I－１ 10.9(0.18) 10.5(0.18) 33.0(0.58)
I－２ 2.4(0.05) 2.0(0.04) 8.6(0.15)
I－３ 4.1(0.07) 70.0(1.25) 75.0(1.61)
I－４ 33.0(0.62) 28.0(0.59) 57.0(1.04)
I－５ 9.6(0.17) 6.1(0.12) 21.0(0.41)
C－１ N.D(N.D) N.D(N.D) N.D(N.D)
C－２ N.D(N.D) N.D(N.D) N.D(N.D)




serum6 serum10 serum15 
I－１ 50.0(0.83) 70.0(1.20) 74.0(1.31)
I－２ 1.4(0.03) 4.9(0.09) 9.0(0.16)
I－３ 18.0(0.31) 100.0(1.79) 100.0<(2.14<)
I－４ 17.0(0.32) 16.0(0.34) 16.5(0.30)
I－５ 3.6(0.06) 9.0(0.18) 4.6(0.09)
C－１ N.D(N.D) N.D(N.D) N.D(N.D)
C－２ N.D(N.D) N.D(N.D) N.D(N.D)







生能力が高かった動物はウマで、抗 HR-1 価 350～400u/ml、ヤギでは 100～200u/ml、ウシは 30
週間の免疫で 63 u/ml までしか上昇することはなく、ブタで 30～35 u/ml、最もハブ毒感受性
の低かったニワトリで 10～20 u/ml で、ウシ、ブタ、ニワトリは免疫動物に適さないと結論付
けている７）。 
 マングースの免疫で抗 HR-1 価は 15 週間の免疫で 8.6～75 u/ml で、ウシと同じ程度までしか
上昇しなかった。しかし、マングース血清中には抗体とは異なる天然のインヒビターが数 100 









製することによって、抗 HR-1 価と抗 HR-2 価ともに増強できると思われ、これも今後の課題と
したい。 
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Experimental Study on a Unique Anti-Venom by Habu Bites 




Habu venom is a proteinaceous toxin, and its major toxicity is as a hemorrhagin. This 
hemorrhagin can be roughly divided by the size of the protein molecular mass etc., into two 
virulence factors, hemorrhagic factor 1 (HR-1) and hemorrhagic factor 2 (HR-2). It was 
found that the inhibitor present in mongoose serum neutralizes HR-1, but has little 
neutralizing effect on HR-2. Therefore in this study, mongooses were immunized with habu 
venom and the blood antibody titer measured by ELISA(Enzyme-Linked Immuno Sorbent 
Assay) to examine the sensitivity of mongooses to habu venom. 
Results showed that neither anti-HR-1 nor anti-HR-2 titers increased sufficiently, 
indicating that mongoose sensitivity towards habu venom was not particularly strong. 
However, even though the anti-HR-1 titer was insufficient to provide immunity, inhibitors 
present in mongoose serum were at a sufficient therapeutic level, therefore, by devising an 
immunization method to make immunizing antigens to be purified HR-2 habu venom, for 
example, it may be possible to develop a unique anti-venom which neutralizes habu venom 
in a balanced manner.  
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